血友病B是一种X染色体连锁的凝血因子Ⅸ（FⅨ）基因异常导致的隐性遗传性出血性疾病，其临床特点为自发性关节出血和（或）深部组织/肌肉出血。FⅨ制剂的替代治疗是控制和预防患者出血的有效方法，尤其是预防治疗的采用，可以极大地减少出血，改善患者的生活质量[@b1]--[@b2]。然而部分血友病B患者体内会产生针对外源性FⅨ的中和性抗体，也称为FⅨ抑制物，导致替代治疗疗效减低甚至无效，增加了止血治疗及预防治疗的难度，从而增加致残率甚至死亡率[@b1]--[@b3]。血友病B伴抑制物的发生率远低于血友病A，约为2%。血友病A伴抑制物的危险因素及免疫耐受诱导治疗（immune tolerance induction, ITI）方案已有较多研究，而FⅨ抑制物的ITI报道相对较少，且成功率较低[@b4]--[@b5]。我们在国内首次应用ITI联合利妥昔单抗成功清除血友病B伴高滴度FⅨ抑制物，报告如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：患者，男性，2009年（时年9月龄）因头部外伤后皮下血肿于我院诊断为重型血友病B，并首次接受冻干人凝血酶原复合物（PCC）替代治疗，输注PCC 400 U后出血停止，血肿逐渐吸收。自2009年至2011年期间反复出现磕碰后或自发性左膝关节出血及皮肤瘀斑，间断接受替代治疗止血（使用药物包括血浆及PCC），共计20个暴露日。家族中无其他血友病患者。2011年10月17日患儿头部磕碰后出现头痛伴呕吐，在我院行头颅CT提示左顶硬膜下血肿，行FⅨ抑制物检查为阴性，输注PCC 800 U/d（55 U·kg^−1^·d^−1^），同时予以脱水、降颅压治疗，患者头痛症状逐渐好转。在输注PCC第5天时，患者出现发热（体温最高38 °C），伴咽痛，查体双侧扁桃体Ⅱ度肿大，输注抗生素治疗后病情好转。输注PCC治疗第7天，常规行凝血因子抑制物定性筛查，结果为阳性，定量检查提示FⅨ抑制物滴度\>40 BU/ml。输注PCC第11天时，头颅CT提示血肿较前明显吸收，病情好转出院。院外出血频率较抑制物产生前无明显变化，每次出血时输注PCC 30～50 U·kg^−1^·d^−1^ 1～2 d，出血症状可缓解。2015年1月6日复查抑制物滴度56 BU/ml。2015年11月患者抑制物滴度降至10.4 BU/ml，在取得患者父母知情同意后，开始通过输注PCC对患儿进行ITI治疗。

2．相关实验室检测及FⅨ基因分析：FⅨ活性（FⅨ∶C）采用基于APTT标准曲线的一期法测定，FⅨ抑制物定量应用Bethesda法测定。

DNA样本采用Ion Ampliseq建库试剂盒构建文库，Ion OneTouch系统进行模板制备，最后在Ion Proton测序仪进行高通量测序。测序数据采用Ion Reporter Software进行分析，与人类基因组FⅨ基因进行比对，发现的突变位点通过Sanger测序验证。通过FⅨ交互数据库查询是否有相关报道[@b6]。

肝肾功能、尿常规、淋巴细胞亚群等检测遵循本院常规流程。

3．治疗方案：起始ITI治疗时患者体重20 kg，输注PCC 1 000 U（50 U/kg）每3 d 1次，同时口服甲泼尼龙16 mg/d（0.8 mg·kg^−1^·d^−1^）×4周，此后每周减4 mg/d。6个月后PCC改为1 200 U（60 U/kg）每3 d 1次。10个月后加用利妥昔单抗100 mg每周1次× 4次。治疗持续17个月。在ITI过程中，如患者出现突破性出血，则当日给予PCC 50 U/kg输注1次，根据止血效果决定输注次数，出血停止后恢复每3 d 1次ITI治疗。治疗前测定FⅨ抑制物滴度，治疗后每月测定抑制物滴度、肝肾功能及尿常规；ITI治疗3周后检测FⅡ∶C、FⅩ∶C及FⅨ∶C。在利妥昔单抗治疗前行HBV、HCV及HIV相关抗原及抗体检测，并监测治疗前后外周血CD20^+^ B细胞水平。

结果 {#s2}
====

1．疗效：起始PCC剂量为50 U/kg每3 d 1次，6个月后剂量调整为60 U/kg每3 d 1次，初始联合甲泼尼龙16 mg/d，至激素完全停用时，抑制物滴度快速降至1.55 BU/ml，此后抑制物滴度在5 BU/ml左右波动。在治疗10个月时，患者抑制物滴度为8.4 BU/ml，加用利妥昔单抗100 mg每周1次，共4周，同时继续PCC输注，抑制物滴度逐渐降低，17个月时连续3次抑制物滴度为0，FⅨ回收率达89.8%，判定为抗体清除成功。治疗过程中抑制物滴度监测结果及治疗概览见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![FⅨ抑制物滴度监测结果及治疗过程概览\
PCC：凝血酶原复合物；FⅨ：凝血因子Ⅸ](cjh-38-09-749-g001){#figure1}

治疗前患者年化出血率为16次，左膝关节为靶关节。开始ITI治疗后第1年年化出血率10次，多为运动、磕碰后出现，无靶关节。开始ITI治疗的第2年年化出血率7次，亦多为运动及磕碰后，无靶关节。

2．实验室检查及并发症：FⅨ基因测序结果：在1号外显子发现点突变c.88G\>T，氨基酸改变为p.Val30Phe，位于FⅨ前导肽。通过在FⅨ交互数据库查询，发现该位点有c.88G\>A及c.88G\>C的突变报道，受累患者均为重型血友病B。ITI开始后3周查FⅨ∶C\<1%、FⅡ∶C 118.9%、FⅩ∶C 126.2%。利妥昔单抗治疗前外周血CD20^+^ B细胞比例为10.9%，治疗后第7天及6个月时分别为0及7.6%。利妥昔单抗治疗前HBV-Ab阳性，其他HBV、HCV及HIV相关指标均正常。

ITI过程中无过敏反应发生，无血栓事件发生，无肾功能及尿常规异常，无感染事件发生。

讨论 {#s3}
====

根据美国的一项回顾性（1998−2011年）病例研究显示，血友病B伴抑制物发生率约2%，远低于血友病A伴抑制物[@b5]。本中心近10年也仅有4例血友病B患者发生抑制物，其中2例为低滴度、低反应性抑制物，2例为高滴度抗体（包括本例患者）。

目前认为抑制物多发生于前50个暴露日（尤其是前20个暴露日）。高危因素包括重型血友病B、FⅨ基因大片段缺失及无义突变、小于11岁及黑种人患者。其他一些与血友病A伴抑制物的危险因素（如药物类型、按需治疗、高强度替代治疗、免疫调节基因多态性等）在血友病B中尚无法得到证实[@b5],[@b7]--[@b8]。本例患者为前导肽错义突变引起的重型血友病B，初次暴露年龄为9月龄，抑制物发生于高强度替代治疗后，且期间有感染史，接受高强度替代治疗时的暴露日为20个，考虑其抑制物的产生与多重因素有关。

与血友病A类似，抑制物会导致血友病B患者按需治疗止血疗效降低，无法进行预防治疗，患者生活质量降低及致残率增高[@b9]。与FⅧ抑制物不同的是，FⅨ抑制物的产生可能会引起以下两种临床事件：针对FⅨ发生过敏反应的风险及发生不可逆的肾病综合征的风险[@b10]--[@b11]。FⅨ抑制物的产生也往往伴随着过敏反应的出现，因此在患者接受FⅨ替代治疗过程中，即使出现轻微的过敏反应，也应该进行抑制物筛查。Chitlur等[@b12]在一项关于血友病B伴抑制物的国际性调查中报道，94例血友病B伴抑制物患者中56例在接受FⅨ替代治疗时出现过敏反应，且与FⅨ制剂类型无关。目前认为FⅨ过敏反应与严重基因缺陷（如大片段缺失相关）[@b10]。国内也有报道11例血友病B伴抑制物患者中3例对FⅨ曾经发生过敏反应[@b7]。Chitlur等[@b12]在调查中发现94例患者中13例出现肾病综合征，且全部发生在ITI治疗的8～9个月。因此血友病B伴抑制物患者如果同时伴随对FⅨ过敏反应和（或）出现肾病综合征，将极大地增加ITI清除抑制物的难度。因此在制定ITI方案及执行时，需要考虑到发生过敏反应及肾病综合征的可能性。

迄今为止，ITI是最有希望根除血友病伴抑制物的方法，在血友病A伴抑制物患者群体中的有效率达到60%～80%，且建立了良好的预后预测体系[@b4],[@b8],[@b13]--[@b14]。但是目前普遍认为，血友病B伴抑制物患者治疗效果不及血友病A，总体有效率13%～31%，并且可能会出现肾病综合征（19%）、过敏反应（60%～63%）等不良事件，从而导致成功率进一步降低，甚至无法继续进行ITI治疗[@b4],[@b12],[@b15]。关于血友病B伴抑制物的治疗选择，可采用以下评估方法：①针对低滴度抑制物患者，若FⅨ替代治疗有效、无过敏反应，可选择大剂量FⅨ继续替代治疗；②针对高滴度抑制物、无FⅨ过敏反应的患者可选择ITI治疗[@b13]。

血友病B伴抑制物发生率低，目前尚无统一治疗方案，多采用类似血友病A患者的治疗方案，文献报道的治疗剂量25～200 IU/d，且尚无特定因子产品的推荐[@b4]。血友病B伴抑制物ITI治疗效果不佳，可选择联合应用免疫抑制剂（糖皮质激素、静脉丙种球蛋白、环孢素A、吗替麦考酚酯、利妥昔单抗等）[@b16]--[@b19]。上述治疗方案多为个案报道，对我们制定ITI方案具有一定的参考价值。

血友病A伴抑制物患者ITI疗效中完全耐受的标准为：抑制物持续阴性（\<0.6 BU/ml）且FⅧ回收率≥66%，FⅧ半衰期\>6 h[@b1],[@b14]。但对于血友病B患者来说，尚无统一疗效标准。FⅨ的药代动力学不同于FⅧ。研究发现，血源性FⅨ制剂体内回收率极少超过60%，基因重组FⅨ制剂回收率更低，并且个体差异较大，因此，不能照搬血友病A患者的治疗标准[@b20]。本例患者连续3次抑制物滴度为0，同时FⅨ回收率达89.8%，因此判定为ITI成功。

目前国内尚无血源性提纯FⅨ制剂，而基因重组FⅨ价格昂贵，因此我们选择国产PCC作为本例患者ITI治疗用药。PCC中含多种因子（FⅡ、FⅦ、FⅨ及FⅩ），其中FⅡ半衰期达60 h，FⅩ半衰期为34～40 h，大剂量输注PCC有血栓形成的风险[@b21]。且ITI是个长期过程，不排除FⅡ及FⅩ这种半衰期较长的因子发生蓄积，导致体内活性持续增高而增加血栓形成风险，因此我们选择起始剂量为50 U/kg每3 d 1次，在患者治疗3周后复查上述因子活性，未发现FⅡ∶C及FⅩ∶C异常增高。在整个治疗过程中也未发生血栓事件。虽然该例患者既往并没有FⅨ过敏的现象，但是仍需要警惕过敏反应及肾病综合征的风险，且文献报道血友病B伴抑制物患者ITI疗效较低，因此我们在起始阶段加用了甲泼尼龙16 mg/d（相当于泼尼松1 mg·kg^−1^·d^−1^），以期预防可能出现的过敏反应，同时达到快速抑制免疫系统的目的（抑制物滴度迅速降至5 BU/ml以下）。为了监测肾病综合征的发生，患者在ITI治疗过程中每月检测肾功能及尿常规，结果显示在ITI过程中，并未发生肾病综合征。

ITI治疗10个月时，本例患者抑制物滴度仍为8.4 BU/ml，因此加用小剂量利妥昔单抗，随后抑制物滴度逐渐减低，最终达到治疗目标。利妥昔单抗作为CD20单抗近些年被广泛用于治疗自身免疫性疾病[@b21]--[@b22]。在遗传性血友病伴抑制物领域，尤其是血友病B伴抑制物患者中关于利妥昔单抗的相关研究较少，临床疗效良好及失败的病例均有报道，通常多用于血友病伴抑制物患者的二线治疗，常用方案为375 mg/m^2^每周1次×4次。治疗失败病例均为利妥昔单抗单药治疗，也提示了联合FⅨ治疗可能会提升疗效[@b18],[@b20],[@b24]--[@b25]。一般认为利妥昔单抗通过清除产生抗体的CD20^+^ B细胞而改善ITI治疗效果不佳患者的疗效[@b25]。本例患者采用的利妥昔单抗剂量为100 mg/m^2^每周1次×4次，末次给药后患者的CD20^+^ B细胞降为0，在此后6个月内患者抑制物滴度逐渐降至0。6个月时，患者CD20^+^细胞虽然逐渐恢复，但抑制物滴度并未升高，提示利妥昔单抗可能有助于建立免疫耐受。

本例患者为国内首次报道的PCC联合小剂量利妥昔单抗治疗成功病例，提示小剂量利妥昔单抗联合PCC可能是符合中国现状的有效选择之一。至于利妥昔单抗的使用时机，尚无共识，虽然我们是在ITI中抑制物滴度上升时使用，但是在ITI起始时即使用利妥昔单抗也值得尝试。

血友病B伴高滴度抑制物患者一旦发生出血，最佳止血药物是旁路制剂，如重组人凝血因子Ⅶa（rFⅦa）或活化凝血酶原复合物（aPCC），前者价格昂贵，后者尚未进入中国市场。因此在国内常常选择PCC作为血友病B、血友病B伴抑制物、获得性血友病A及血友病A伴抑制物的止血治疗。我们中心曾用较小剂量PCC（30～50 U/kg）治疗获得性血友病A患者的出血症状，结果显示95%的患者止血有效[@b26]。本例患者在开始ITI前也一直间断使用PCC治疗出血，因为PCC中含有FⅨ，因此会引起免疫系统的记忆反应而使FⅨ抑制物滴度增高，且患者当时已经存在靶关节，即使按需治疗有效，也无法阻止关节功能的继续恶化。我们也期望使用PCC进行ITI时，一方面可以清除抗体，另一方面可以利用旁路制剂的作用预防或者治疗ITI过程中的出血。结果显示开始ITI治疗后，患者年化出血率较前有所降低，出血多发生于外伤后，重要的是患者目前已经没有靶关节。对于关节功能的监测，还需要进行多方面的评估，如查体及影像学检查等。

综上，我们采用小剂量利妥昔单抗联合PCC输注成功清除了1例血友病B患者的高滴度抑制物，提示ITI方案联合免疫抑制可能成功清除血友病B患者抑制物，并且PCC能够是ITI治疗的有效选择。
